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Obtention de vaccins destines a prevenir les effets 
pathogenes associes ^ une infection retrovirale 

La presente invention concerne un proc6d6 pour obtenir des 
vaccins destines ^ prevenir les effets pathogenes associes, chez 
les humains ou chez les animaux vertebres, a des infections 
r^trovirales . 

Les effets pathogenes associes a une infection retrovirale 
sont les effets nefastes, incluant d'eventuels effets oncogenes ou 
immunosuppresseurs, induits par 1 ' introduction d'un retrovirus 
dans I'organisme d'un hote (mammif ere^ oiseau ou^ encore poisson) , 
suivie de la penetration et de la replication dudit retrovirus 
dans des cellules de I'hote qui sont des cellules cibles du 
retrovirus, c'est-a-dire des cellules dans lesquelles ie virus est 
15 capable de p^netrer. 

Les retrovirus sont ainsi nommes parce qu'ils ont la 
capacite, grace a 1' enzyme appelee transcriptase inverse, 
d'effectuer une transcription d'ARN en ADN, alors que chez les 
etres vivants 1 ' information genetique va habituellement de I'ADN 
20 des chromosomes aux proteines, par 1' intermediaire de I'ARN 
messager . 

Dans la famille des retrovirus, on distingue trois sous- 
families : les oncovirus, les lentivirus et les spumavirus. 

Les oncovirus sont des retrovirus ainsi nommes car ils 

25 peuvent etre associes a des cancers et des infections malignes. On 
peut citer par exemple les virus leucemogenes (tels que le virus 
de la leucemie aviaire (ALV) , le virus de la leucemie murine 
(MULV) , encore nomme virus de Moloney, le virus de la leucemie 
feline (FELV) , des virus de la leucemie humaine tels que HTLVl et 

30 HTLV2, le virus de la leucemie simienne ou STLV, le virus de la 
leucemie bovine ou BLV) , les oncovirus de type D des primates, les 
oncovirus de type B inducteurs de tumeurs mammaires, ou des 
oncovirus provoquant un cancer rapide (tel que le virus du sarcome 
de Rous ou RSV) ; voir par exemple STEHELIN et al . , J. Mol.Biol. 

35 101 : 349-365 (1976) . 

Les lentivirus sont ainsi nommes parce qu'ils sont 
responsables de pathologies a evolution lente impiiquant tres 
frequemment des phenomenes immunosupresseurs , incluant des SIDAS. 
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Le Tableau 1 annex6 indique a titre illustratif les 
pathologies associ6es k certains lentivirus, ainsi que les 
principales cellules cibles de ces lentivirus. 

Les spumavirus manifestent assez peu de sp6cificit6 pour un 
type de cellule donn6 ou une esp6ce donnee, et ils sont parfois 
associ^s a des ph6nom6nes immunosupresseurs. ; c'est le cas par 
exemple du virus spumeux du singe (ou SFV) . 

L'un des huts de la presente invention est 1 ' elaboration de 
precedes et produits vaccinaux visant a preveni.r efficacement les 
0 effets pathogenes, y compris les effets oncogenes ou 
immunosupresseurs, associ6s a 1' infection d'un organisme-h6te par 
un retrovirus . 

L' immunosupression associSe a 1' infection a et6 constat6e 
pour un tr^s grand nombre de retrovirus, et peut Stre consid^ree 

0 comme une constante pathogene de 1' infection retrovirale ; voir 
notainment BENDINELLI et al . , Advances in Cancer Research 45 : 125- 
181 (1985). C'est le cas notamment des infections a lentivirus. 
C'est egalement le cas dans bon nombre d' infections a oncovirus ; 
voir par exemple P. SONIGO dans 1 • ouvrage "SIDA et infection par 

C VI!l", MONTAGNIER et al. (M6decine Science Flammarion) , pages 113- 

122 (1989) . - - 

De nombreux vaccins humains et animaux ont 6t6 essayes pour 
prevenir les effets pathogenes des infections a retrovirus mais, 
".zx regie generale, ces vaccins sont peu efficaces ou inefficaces. 
=. Zr. particulier, dans le domaine du SIDA humain ou animal, on 
constate que, 14 ans apres la decouverte du virus HIV (BARRE- 
oINOUSSI et al.. Science 220 : 868-871, 1983), on n' a pas encore 
pu trouver un vaccin parvenant a enrayer efficacement une 
infection post-vaccinale HIV ou SIV ; voir par exemple LINHART et 
30 al., AIDS Research and Human Retroviruses 13 : 593-599 (1997) ; 
VOGT et al., vaccine 13 : 202-208 (1995) ; et LETVIN et al., 
J.Virol. 69 : 4569-4571 (1995). 

La majorite des preparations vaccinales utilisees comprennent 
des proteines de I'enveloppe retrovirale sous diff6rentes formes, 
35 par exemple, des virus inactives, des proteines d'enveloppe comme 
les proteines gp 120 et gp 160 de HIV (voir notamment GORSE, G.J., 
Vaccine 10 : 383-388, 1992), des cores de virus avec des proteines 
d'enveloppe, ou des proteines d'enveloppe associees a differents 
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vecteurs (virus chimeras, bacteries) ; voir Levy J. A., 
Trans .Med. Rev. 2 : 265-271, 1988 et Microbiol . Rev. 57 : 183-289/ 
1993, en particulier page 247. 

D'autres preparations utilisent des fragments de I'enveloppe 
5 retrovirale ou des peptides immunodominants issus des 
glycoproteines d'enveloppe, ces peptides etant presentes sous 
differentes formes (lipopeptides, peptides lies a une proteine 
support) , de faq:on a les rendre immunogenes ; voir notamment 
Eriksson et al.. Vaccine, 11 : 859-865 (1993). 

10 Les strategies vaccinales classiquement decrites, par exemple 

dans le domaine du SIDA humain, simien ou felin, preconisent de ne 
pas modifier les epitopes conserves et immunodominants des 
proteines d'enveloppe, ce qui peut sembler tout a fait logique. En 
effet, d'une part, ces epitopes conserves sont communs a 

15 differentes souches viraies, ce qui est favorable a 1' elaboration 
d' un vaccin qui doit induire une reponse immunitaire dirigee 
centre une majority de souches. D' autre part, ces • epitopes 
immunodominants sont bien reconnus par le systeme immunitaire, 
cellulaire ou humoral, lors du processus vaccinal et infectieux 

20 et, de surcroit, ils representent frequemment des sites de 
neutralisation ; voir par exemple HO et al., J.Virol, 61 : 2024- 
2028 (1987) ; JOHNSON et al., J. Exp. Med 175 : 961-971 (1992) ; 
SHAFFERMAN et al . , P.N.A.S. U.S.A. 88 : 7126-7130 (1991) ; et 
HAMMOND et al . , J. Immunol. 146 : 1470-1477 (1991). 

25 Le precede de 1' invention consiste, au contraire, a modifier 

des epitopes conserves et immunodominants de certaines proteines 
de I'enveioppe virale, afin d' aboutir a un vaccin efficace. 

En effet, les auteurs de la presente invention ont decouvert 
que des zones conservees et immunodominantes de I'enveloppe 

30 retrovirale peuvent etre a I'origine de phenomenes auto-immuns 
nuisibles. A titre d' exemple, dans le cas du SIDA humain, ils ont 
observe que certaines zones conservees et immunodominantes de 
I'enveloppe du. VIH presentent des analogies de structure 
tridimensionnelle et/ou des reactions croisees avec certaines 

35 zones d'au moins une proteine du systeme immunitaire humain, de 
sorte que 1 ' administration comme vaccin d*une prot6ine virale 
contenant lesdites zones intactes induit une reponse immunitaire 
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qui est a I'origine de reactions auto-immunes nefastes conduisant 

a I'^chec vaccinal. 

A I'origine de la presente invention, on trouve, d'une part, 
1- observation mentionnee pr6c6deinment que des zones conservees et 
5 immunodominantes de certains retrovirus, presentes habituellement 
dans des preparations vaccinales, sont precis6inent, dans bon 
nombre de cas, des zones qui provoquent des reactions auto-immunes 
nefastes parce qu'elles pr^sentent des analogies de structure 
tridimensionnelle et/ou des reactions croisees avec certaines 
10 proteines de I'hote du virus. A I'origine de la pr6sente 
invention, on trouve aussi, d'autre part, 1 ' observation que 
lesdites proteines de I'hSte utilisent la meme cellule cible, ou 
les mSmes cellules cibles, que lesdits retrovirus. L'ensemble de 
ces observations effectuees par les auteurs de 1' invention les ont 
15 conduit a penser que les proteines d'enveloppes retrovirales et 
les proteines de I'hdte qui pr6sentent des analogies de structure 
tridimensionnelle et/ou des reactions croisees se fixent dans de 
nombreux cas sur les memes cellules cibles et possedent, sur ces 
cellules cibles, des recepteurs membranaires communs . 
20 On dit qu-une proteine presente une reaction crois^e avec une 

autre proteine lo.rsqu'il est possible d'obtenir, par immunisation 
in vivo ou in vitro ^ I'aide de I'une desdites proteines, une 
reponse immunitaire dirigee aussi centre I'autre proteine, par 
exemple lorsque cette immunisation induit une reponse humorale 
25 (dite de type B) et permet d'obtenir et de seiectionner au moins 
un anticorps monoclonal qui est capable de reconnaitre I'autre 
proteine, ou lorsqu'une meme reponse immunitaire cellulaire 
(c'est-a-dire de type T) induite in vitro par I'une des proteines 
reconnait les deux proteines, selon les tests connus de mise en 
30 evidence d'une reponse immunitaire de type T, tels que par exemple 
les tests de cytotoxicite in vitro. On sait que le terme 
"immunisation" designe le processus d' induction d'une reponse 
immunitaire consecutive a la stimulation, par mise en contact in 
vivo ou in vitro, de cellules immunocompetentes d'un hote avec un 
35 antigene, et que I'un des fauts de 1 • administration d'un agent 
vaccinal est justement d'obtenir une telle immunisation. 

L- invention a done pour objet un procede d'obtention d'un 
vaccin centre les effets pathogenes associes a 1' infection d'un 
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hote, animal ou humain, par un retrovirus capable de penetrer dans 
une cellule cible dudit bote, ladite cellule cible possedant un 
recepteur membranaire pour une proteine dudit hote, precede dans 
lequel on prepare un agent vaccinal a base d'un polypeptide 
5 comprenant au moins une partie d'une proteine d'enveloppe d'une 
souche pathogene dudit retrovirus^ et . dans lequel ledit 
polypeptide est prepare sous une forme modifiee, etant entendu 
que : 

ladite partie de la proteine d'enveloppe est choisie parmi 
10 celles qui comprennent au moins un fragment d'une zone 

immunodominante de ladite proteine d'enveloppe, ledit 
fragment contenant au moins un acide amine qui est un 
acide amine conserve de ladite zone immunodominante et qui 
est present dans ladite soucbe pathogene , 
15 - ledit polypeptide, ^ I'etat non modifie, induit une 

reponse immunitaire dirig^e a la fois centre ladite zone 
immunodominante et contre la proteine de l'h6te, 
et ledit polypeptide modifie est choisi par ceux qui 
induisent une reponse immunitaire dirigee contre ladite 
20 zone immunodominante de la proteine d'enveloppe et non 

------ - contre la -proteine -de -I Vho-te .- ----- _ . . - . . 

Dans la definition du precede de 1' invention qui vient d'etre 
donnee, 1' agent vaccinal est dit "a base" d'un polypeptide 
modifie. Cela signifie que 1 ' agent vaccinal comprend un tel 
25 polypeptide modifie, mais cela ne signifie pas que 1 ' agent 
vaccinal est necessairement de nature exclusivement 
polypeptidique . En fait, dans cet agent vaccinal, ledit 
polypeptide peut, eventuellement , etre lie (notamment de fagon 
covalente) ou associe, de fagon connue en soi, a toute molecule 
30 biocompatible qui peut etre choisie, par exemple, parmi les 
polymeres, les lipides, les peptides (y compris des lipopeptides , 
des glycopeptides, des proteines) , les acides nucleiques, les 
oligosaccharides, etc. Ladite molecule biocompatible peut 
notamment servir de support a 1' agent immunogene polypeptidique. 
35 Elle peut aussi servir a modifier la conformation du polypeptide 
et, dans ce dernier cas, ladite molecule doit etre consideree 
comme- un substituant modifiant le residu d ' acide amine auquel il 
est attache, ledit substituant modifiant ainsi, en definitive. 
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l^antigenicite du polypeptide dont ce r^sidu d'acide amine fait 
partie- 

Le proc6d6 de 1' invention peut comprendre, au moins dans une 
phase pr^liminaire de recherche. une 6tape consistant a 
s61ectionner des polypeptides (non modifies) comprenant au mo.ns 
une partie, telle que d^finie ci-dessus, de la prote.ne 
d'enveloppe virale d'une souche pathogene du retrovirus. Cette 
partie de prot^ine, qui comprend au moins un fragment immunog^ne 
d-une zone immunodominante, est telle que le polypeptide (non 
modifie) est capable d'induire une reponse immunitaire dirxgee a. 
la fois centre la prot6ine virale (plus pr6cisement centre le 
fragment de la zone immunodominante contenu dans ladite partxe) et 
centre la proteine de l'h6te, et c'est I'existence d'une telle 
reponse immunitaire, dirig^e centre la proteine d'enveloppe vxrale 
et centre la proteine de I'hete, qui definit, dans la presente 
demande, le caractere pathogene d'une souche virale. On peut axns:L 
selectienner les polypeptides (non modifies) comprenant un tel 
fragment- 

un fragment polypeptidique est dit immunegene si 
1. immunisation d'un hote, In vivo ou in vitro, avec ledxt 
fragment, eventuellement 116 ^ un support approprie (tel qu'une 
proteine, un lipide ou un polypeptide), permet d'obtenir une 
reponse immunitaire, de type B et/eu de type T, dirig^e centre 
ledit fragment polypeptidique- 
25 Dans la presente demande, lersqu'on parle d'une reponse 

immunitaire, sans autres precisions, il s'agit d'une reponse 
immunitaire d'un vert6bre, consecutive ^ une immunisation an vatre 



30 



35 



ou in vivo . 



Le precede de 1' invention peut aussi comprendre au moins une 
etape consistant a modifier, de la fagon qui sera indiquee cx- 
apres, un polypeptide ainsi selectionne, et a choisir, parm. les 
polypeptides ainsi modifies, au moins un polypeptide modifie qui 
induit une reponse immunitaire dirig6e centre la proteine 
d'enveloppe virale et non centre la proteine de l'h6te. 

Ainsi, alers que I'art ant6rieur enseignait, comme note ci- 
dessus, de ne pas modifier les Epitopes conserves et 
immunodeminants des pret^ines d'enveloppes retrovirales, le 
precede de 1' invention a pour but, au centraire, de modifier 
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1 ' antigenicite de tels epitopes de fagon a obtenir une reponse 
inununitaire differenciee vis-a-vis de la prot^ine d'enveloppe 
virale et d'une prot^ine de I'hote. 

On sait que pour modifier 1 ' antigenicity d'un fragment 
iramunogene d'un polypeptide, il est possible de modifier ledit 
polypeptide a I'aide d'une mutation portant sur au moins un acide 
amine. On definira plus loin ce qu'il faut entendre ici par 
"mutation". L'acide amine mute peut etre situe dans le fragment 
immunogene, ou meme dans une zone du polypeptide exterieure audit 
fragment. On sait en effet que la modification d'un acide amine 
situ^ a I'exterieur d'un fragment peut affecter la structure 
spatiale dudit fragment, et done son antigenicite ; en 
particulier, il a et6 montre que la conformation d'un residu 
d' acide amine, dans un peptide, peut etre influencee par la nature 
15 des residus d'acides amines a des positions allant de +8 a -8 par 
rapport a ce residu d' acide amine ; voir par exemple GARNIER et 
al., J.Mcl.Biol. 120 : 97-120 (1978). Au-dela, la nature des 
residus d'acides amines a encore une influence, mais cette 
influence n'est ni systematique ni quantifiable a partir de la 
seule connaissance de la sequence peptidique consid^ree. 

Un acide amine mute peut done etre situe, dans le polypeptide 
modifie, A 1 ' interieur ou a I'exterieur du fragment immunogene. 
Lorsqu'il est a I'exterieur du fragment immunogene, il n'est 
generalement pas separe de I'extremite la plus proche dudit 
25 fragment immunogene, dans la chalne polypeptidique , par plus de 
huit (et notamment par plus de sept) residus d'acides amines. En 
particulier, un acide amine, mute conformement a la presente 
invention, et situe a I'exterieur du fragment immunogene, n'est 
generalement pas separe par plus de huit residus d'acides amines, 
30 et en particulier par plus de sept residus d'acides amines, de 
1' acide amine conserve le plus proche appartenant a la zone 
immunodominante dont au moins un fragment est contenu dans le 
polypeptide non modifie. 

Le polypeptide modifie conformement a la presente invention 
35 peut etre par exemple la proteine d'enveloppe entiere d'une souche 
virale pathogene, modifiee par au moins une mutation comme indique 
ci-dessus. Le polypeptide modifie peut etre aussi une partie de la 
proteine d'enveloppe d'une souche virale pathogene, modifiee par 
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au moins une mutation conuae indiqu6 pr^c^denunent, ladite partxe 
comprenant au moins un fragment immunogane tel que defxnx 
prec^demment. Le polypeptide modifie peut .tre egalement une 
prot^ine chimere comprenant au moins une partie de la prote.ne 
d'enveloppe, ladite partie de la proteine d'enveloppe etant 
d^finie comme precedemment et comportant au moins une mutat.on. 

Le polypeptide modifi^ utilise selon 1' invention peut etre 
par exemple une glycoproteine transmembranaire d'un r.ttovirus ou 
un fragment d-une glycoproteine transmembranaire, en partxculier 
un fragment comprenant une zone externe de ladite glycoprotexne 
transmembranaire (modif i6e) , c'est-a-dire une zone qui se trouve 
sur la face ext^rieure de la membrane virale. Bien entendu, un tel 
fragment de proteine comprend au moins une partie d'une zone 
immunodominante, comme indique ci-dessus. Lorsqu'on fait reference 
a une zone ••externe" d'une proteine, il s'agit plus precisement de 
sa surface accessible au solvant qui peut etre definie notamment a 
l-aide de logiciels tels que X-plor (voir ci-apres) utilxsant 
I'algorithme decrit par Lee . Richards, J. Mol-Biol 55 : 379-400, 
1971. Ledit polypeptide peut aussi Stre sous la forme d'un 
oligomere d-au moins une partie de ladite glycoproteine 
transmembranaire, a- I'^tat modifie. 

La definition donnee ci-dessus du proced^ de I'inventxon 
implique que le polypeptide utilise comprenne au moins une partie 
d'une zone immunodominante et conservee d'une proteine d'enveloppe 
virale. Dans la description de la presente demande, on appeile 
"zone conservee" une zone, eventuellement reduite a un seul resxdu 
d'acide amine, de la proteine virale, ou I'on retrouve, pour une 
majority de souches d'un virus donne (par exemple dans au moxns 6 
souches sur 10 environ) , un ou plusieurs acides amines identxques 
ou fonctionneliement analogues situ6s ^ la meme position dans des 
alignements de sequences peptidiques de ladite proteine des 
diverses souches. Un tel acide amine identique ou 
fonctionneliement analogue est appele acide amin6 conserve. La 
notion de conservation d' acides amines fonctionneliement analogues 
est connue, et il existe de nombreuses matrices de substitutions 
permettant de quantifier cette notion (Dayhoff, M.O. et al . xn 

Ci-r-nnl-nr© 1978, Vol 5, Suppl ^, 

Atlas of Protein Sequence and Structure, J.=^/or 
Chapitres 22 ez 23) . 
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Les zones conservees peuvent etre facilement determinees, 
apres sequengage de proteines de di verses souches du virus etudie, 
par les methodes d ' alignements multiples des sequences obtenues. 
On peut utiliser pour ceia par example le programme Clustal-w 
5 (Thompson J.D. et al.. Nucleic Acids Research 22 : 4673 - 4680, 
1994). Par ailleurs^ les sequences de proteines de diverses 
souches virales sont souvent accessibles sur des bases de donnees . 
Par example, le serveur Web de la base de donnees HIV de Los 
Alamos pr^sente les sequences HIVl, HIV2, SIV et FIV, remises a 
10 jour regulierement . L'adresse de ce serveur sur le reseau Internet 
est : 

ht tp : //hi v-web - lanl . gov/HTML/sequences . html 
Los tableaux 2a, 2b, 2c et 2d annexes sont des exemples 
d' aiicnemor.i de sequence des regions appartenant aux 

15 glycoprotomes d'enveloppes homologues de la region 545-682 de la 

glycoproteme transmembranaire de HIVl (entree SWISSPROT ENV HVl 

BR), respectivement pour HIVl, HIV2, FIV et SIV. La derniere ligne 
des tableaux resume, a I'aide de symboles, le degre d'homologie, 
et done le degre de conservation, observe. Le symbole indique 

20 une position de I'alignement ou le m§me residu est present dans 
toutes les sequences, le symbole ":" indique une position dans 
I'alignement ou les acides amines presents dans les differentes 
sequences sont tres similaires, le symbole indique une 

position dans I'alignement ou les acides amines presents dans les 

25 differentes sequences sont similaires, et 1' absence de symbole 
indique une position dans I'alignement ou les acides amines 
presents dans les differentes sequences sont peu similaires. Cette 
symbolique est utilisee par le programme d'alignement Clustal W 
(version 1.7). 

30 Dans la description de la presente demande, on appelle zone 

immunodominante d'une prot§ine une sequence peptidique qui induit 
dans une grande majorite des cas (par exemple dans au moins 7 cas 
sur 10 environ) une reponse humorale et/ou cellulaire du systeme 
immunitaire dirigee centre ladite zone apres immunisation avec une 

35 proteine contenant ladite sequence ou avec un peptide constitu§ 
essentiellement par ladite sequence. 

La definition du precede de 1 ' invention fait reference aux 
cellules cibles d'un virus qui sont les cellules a 1 * interieur 
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desquelles le virus est capable de pen^trer. Les cellules cibles 
des retrovirus sont generalement connues. Les virus ont la 
propriete de se fixer sur les cellules qu'ils sont susceptibles 
d'infecter. On peut done 6ventuellement rechercher par des 
5 experiences de routine in vitro les cellules cibles d'un virus 
etudie. 

La definition du precede de 1' invention fait aussi reference 
aux cellules de I'hSte ayant un recepteur membranaire pour une 
proteine de I'hote. Les cellules de I'hote ayant un recepteur pour 
10 une proteine dudit hote sont souvent connues et, dans le cas 
contraire, 11 est possible, par des experiences de routine, de 
determiner si une prot6ine donn^e se fixe sur un certain type de 
cellules, on peut par exemple utiliser une proteine radiomarquee 
et determiner si elle se fixe sur ledit type de cellule. On peut 
15 egalement rechercher si la proteine se fixe sur un recepteur 
membranaire donn6 en utilisant une lignee cellulaire transfectee 
par un gene exprimant ledit recepteur membranaire. 

Les prot§ines de I'hote pour lesquelles certaines cellules de 
I'hote possedent un recepteur membranaire sont principalement des 
20 proteines appartenant a 1' ensemble des mediateurs proteiques 
solubles. Cet ensemble inclut des prot6ines appelees, selon les 
cas, hormones, facteurs de croissance ou cytokines, bien qu'il n'y 
ait pas de fronti^res tranch6es entre ces diverses categories de 
mediateurs ; voir par exemple CAVAILLON J.M., Les Cytokines 
25 (Masson, Paris, 1996) chapitre 1, pages 1-3 et preface. 

Dans la pr6sente demande, on considere qu'une reponse 
immunitaire, par exemple une reponse anticorps, obtenue par 
immunisation a I'aide du polypeptide modifie prepare conformement 
au precede de 1' invention, est dirigee contre la proteine 
30 d'enveloppe virale et non contre la proteine de I'hSte, lorsque 
les anticorps obtenus ont des affinites pour la proteine de I'hote 
et pour la proteine d'enveloppe du r6trovirus qui presentent une 
difference importante, se traduisant notamment par des differences 
de reactivity considerees comme tres signif icatives dans des tests 
35 ELISA, telles que par exemple des densit6s optiques dans un 
rapport d'environ 4 (ou davantage), ce qui signifie que la densite 
optique observee apres fixation desdits anticorps sur la proteine 
virale est au moins quatre fois plus elevee que celle observee 
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pour la fixation desdits anticorps sur la proteine de I'hote. De 
fagon analogue, une reponse immunitaire de type cellulaire est 
consideree comme dirigee contre la proteine d'enveloppe mais non 
centre la proteine de I'hote lorsque 1 • immunisation In vitro de 
5 cellules immunocompetentes de I'hote avec le candidat vaccin 
induit la formation de cellules activees dont la reaction vis-a- 
vis de cellules (inciuant des lignees cellulaires transf ectees ) 
exprimant la proteine d'enveioppe retrovirale est 

signif icativement plus elevee que la reaction vis-a-vis de 

10 cellules exprimant la proteine de l*h6te, par exemple lorsque, 
dans la mesure optique finale, ou dans le comptage final de 
radioactivite (notamment radioactivite de ^^Cr relargue par des 
cellules cibles) du test mis en ceuvre, ou encore dans 
I 'appreciation par tous moyens connus d'une lyse cellulaire causee 

15 par des cellules cytotoxiques induites, les echelles de reponse 
sont dans un rapport d' environ 4 (ou davantage) . Les criteres qui 
viennent d'etre indiques permettent au moins de faire un premier 
cnoix parmi les peptides modifies etudies, mais en definitive 
c'est 1' absence ou la diminution de I'effet pathogene du a la 

20 ::jppression ou a 1 ' af f aiblisseraent (mis en evidence par tout moyen 
approprie) de la reponse immunitaire vis-a-vis de la proteine de 
I'hote," qui constituera le critere de selection des peptides 
modifies susceptibles de constituer des agents vaccinaux 
catis f aisants . 

-5 Les zones immunodominantes et conservees dont on souhaite 

modifier 1 ' antigenicite , conformement a I'invention, peuvent etre 
choisies parmi celles qui donnent In vitro une reaction croisee, 
de type B et/ou de type T, avec la proteine de I'hdte definie 
precedemment . 

30 On peut aussi choisir une telle zone immunodominante et 

conservee parmi celles pour lesquelles on a determine 
prealablement une analogie de structure tridimensionnelle avec une 
zone de ladite proteine de I'hote, ladite analogie de structure 
etant susceptible d'etre associee a une reaction croisee in vitro 

35 et/ou in vivo. L' analogie de structure tridimensionnelle entre 
certaines zones de deux proteines fait reference a des 
dispositions equivalentes , dans I'espace, de residus d'acides 
amines qui sont similaires en raison notamment de ieur chaine 
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analogues. Le, structure. tridi.ensionneXl.= d.s P"«-^= ^^^^ 
.tre obtenues . I'aide de spe«re= de resonance 
nucl.aire et/ou d. =pe=tres d. diffraction des "V=na Pa 

5 exemple. la structure d. la prot.ine ,P« d. 3IV a a e obtenue a 
l.aide du spectre ^ <caffrey «. et al., 0. Mcl.B.ol 271 819 
826. 1997,. E„ outre, il est possible. "^^^ J^I; 
d.obtenir un bon .od.le . Vaide de techniques de -O"^-""" 
„»l.=ulaire. . partir des coordonn.es ----^ "tClnt te 
10 structure connue. On peut utiliser pour cela. 

logiciel de .od.lisation .ol.culaire X-plor .reference = A s^ste. 
fo! x-ray crystallo.rapW and Version 3.1". Axel T. Brun,er. 

Yale Unversity Press, 1992). 

=r,=,iofli6 de structure tridimensionnelle, 
Pour rechercher une analogie de scru 
15 on peut taire appel par exe«ple aux »etbodes connues de 
Visualisation et de superposition sur .cran ,rapb.,ue de la 
structure tridimensionnelle de »ol.cules biologiques. " 
aes iciciels qui permettent la visualisation des 
tridi»e„sionnelles des .ol.cules avec different, mode de 

1 T^arametres geometriques (tels que 

20 representation, le calcul de parametres g v.- ^^w^ et 

^tci et la superposition objective et 
distances, angles, etc) et ■••«» t- r ■ .^=,„mont 

, o^r^ structures mol6culaires (notaininent 
quantitative de plusieurs structures , rHoI 

o i» R A et Milner-White E.J., J. Mol.Biol., 
logiciels RASMOL : Sayle, R-A. et wiJ-i „ , - r 

24 7 . 536-540. 1995 et AKTHEPROT : =eourion C. et Deleave 0 
25 ..Mol.Grap..l3. 209-212. 1995, ainsi que ^' 
l.accessibilite aux solvants (logiciels X-plor. de^a 
CCP4 : collaborative Computational Project Number 4. Acta Cryst.. 

D50, 760-763. 1994. , . rf= .-ea 

cependant. afin d' avoir une estimation plus 
30 analogies structurales . il est utile de consid.rer. au n.veau de 
K H les qroupements fonctionnels positionnes de 

chaque acide amine, -tes y^'-'^F orxnr 

H.ns les deux prot^ines que 1 ' on compare. Pour 
maniere analogue dans les ucu* t' rfo<» 

= la orfesente invention utilisent des 

cela, les co-inventeurs de la present 

- K . . . calculer des surfaces moleculaires dans le 

m6thodes permettant de caJ.cuj.er 

w«« oroorietes fonctionnelles entre deux 
35 but de comparer des proprxetes 

structures tridimensionnelles. pour tenir compte 

acides amines dans leur qlobalit.. mais aussi. Plus ^^^^^^^ 

des qroupements cnimi<,ues fonctionnels de chacun d'entre eux (par 
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10 



exemple : fonctions amide, carboxylique, hydroxyle, sulfhydryle, 
amine, etc.). On peut ainsi prendre en consideration, dans les 
structures compar6es, des acides amines f onctionnellement 
analogues, et non pas seulement des acides amines identiques. 

on consid^re done qu'une zone d'une proteine retrovirale 
presente une analogie de structure tridimensionnelle avec une zone 
donnee d'une proteine de I'hdte, lorsque les techniques qui 
viennent d'etre mentionnees permettent de mettre en evidence, dans 
les deux zones comparees, une organisation spatiale similaire de 
certains acides amines identiques ou f onctionnellement analogues. 

II est a noter que les acides amines f onctionnellement 
analogues et regroup6s de fagon similaire dans 1 ' espace peuvent 
etre relativement eloignes les uns des autres dans une meme chaine 
peptidique. Mais 1' analogie de structure tridimensionnelle, entre 
15 deux proteines que 1 ' on compare, peut aussi concerner la 
disposition dans 1' espace, de fapon similaire, d' acides amines 
identiques ou f onctionnellement analogues dans le cas oil, I'une 
des proteines etant oligomeris^e, les r6sidus d' acides amines 
impliques sont situ6s sur des chaxnes differentes de I'oligomere, 
tandis que les residus d' acides amines de 1' autre proteine qui 
sont impliqu6s dans cette analogie peuvent etre situes sur une 
m&me chaine peptidique de cette autre prot6ine. 

II est particuli^rement avise de rechercher des analogies de 
structure tridimensionnelle et/ou des reactions croisees avec des 
zones de la proteine de I'hote impliquees dans la fixation de 
ladite proteine sur son recepteur. 

Parmi les proteines de I'hote dont il est fait mention dans 
la definition du procede de 1 ' invention, on citera en particulier 
les mediateurs solubles tels que definis ci-dessus. Compte tenu de 
la remarque, faite precedemment, que des effets immunosupresseurs 
sont generalement associ^s aux infections retrovirales , il est 
particuli^rement important de rechercher des analogies de 
structure et/ou des reactions croisees entre une proteine externe 
d'un retrovirus et des mediateurs proteiques solubles du systeme 
35 immunitaire. Parmi ces mediateurs du systeme immunitaire, on 
citera les cytokines, et notamment 1 • interieukine-2 , 
l'interieukine-10, 1 ' interleukine-15, ainsi que 1 ' interleukine-8 
et ies chemokines. 
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pour preparer le polypeptide modifi. qui con.titue I'agent 
..„.„ai o^tenu .eion i. invention, on peut "^^^^^^^ '^'J^ 
connues de synth.ae peptidique ou les ..thodes du gen.e 
on peut isoier ou preparer una a.quance polynucl.otid.que cod nt 
pour au »oins una partia da la protaina d'enveloppe du v.rus et. 
Si dasira. on peut introduire a ce atada, dans - -^^^^ 
nu=iaotidi,ue. las mutations per»ettant ""^"^ 
traduction .nuta qui constitue la polypeptide °" 
agale.ant synth*tiser diraote^ent u„e saquance P°^Vnuoleot.d.que 

, „oditi.e =on,portant una ou plusiaur. mutations at ^^'"^J^^'J' 
polypeptide .odifia. Les saqu.nces polynucl.otid.ques 
o.tInuas sont introduites da .a,on connue dans un vacteur 
appropria per^attant d'e^pri^ar ledit polypeptide, eventualla^ent 
sous .onne „odifiae. On tal vacteur est par exe^le col. u 

. taculovirus. ou una cellule de ■na-.if.re. On peut .u,s. e factuer 
la mutation sur un polypeptide non modifia obtenu salon 1 una 

n-.cLhodes precedentes . , t-onte 

oans la prasante da^anda, on appella ".utation touta 
.odrncation d'une ration ,aventu,lle.ent raduita 4 un J^^"^" 
c. .-.cde a^ina, d'un polypeptide, par des »oyans P^''"^"' 
..ovens chi^iques .modification covalante ou non -"Z'"" ' 
..o:=,i<,ue, ...utations par substitution, daiation at/ou .n ert.on 
run ou plusieurs acidas a»in*s) . conduisant a la modrfrcat.on da 
.=tantialitas fonctionnelles du ou des acidas an,inas <=°""'""" 

ladite ra,ion, dita "ragion mutaa" . A titre ^''-^P;- ^ 
^t^ectuer des modifications conduisant a '^^'s 
:.acquisition et/ou la modulation des propriatas P°"" 
disulfure, da liaisons hydroqane, d' interactions 

,t/ou d. interactions hydrophobes, la modification da la capacit 
30 d'une proteine a former un hataro-compla.a. ou encore, dans le cas 
d'una proteine oligomare, la modification de , 
d'oligomeiisation ou de la stabilita de 1 ■ oligomere . 

La modification d'un acide a»ina a d^una chaxne 
polypeptidique .y compris la modification d'un '""^ 
35 tarlLal du polypeptide considara, pent influencer la conformatron 
des acides aminas voisins dans la chaine, y comprrs, comma on 1 a 
rappeia ci-dessus, la conformation d'un acida amrna 6 "P«- S 
per un nombre da rasidus d'acidas aminas pouvant allar 3usqu a 
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sept ou huit, et iorsque 1 ' acide amin6 b fait partie d'un epitope, 
toute modification de 1' acide amin§ a (notamment toute addition 
d'un substituant ou toute modification d'un substituant) est 
susceptible de modifier 1 ' antigenicite de 1' epitope considere, 
5 Dans la phase de recherche de polypeptides modifies 

conformement a 1' invention, le choix des acides amines a muter 
et/ou le choix des methodes de mutation peut etre fait de fagon 
arbitraire ou de fagon raisonnee.On peut utiliser notainment I'une 
au moins des methodes de modification suivante : 
10 1) le remplacement d*un ou plusieurs acides amines ayant une 

chaine laterale hydrophobe (Exemples : Ala, Leu, Val, lie, 
Phe, Trp, Met, Tyr, Cys) par un ou plusieurs acides amines 
ayant une chaine laterale hydrophile (Exemples : Arg, Asp, 
Asn, Glu, Gin, Ser, Thr, His, Lys) ou indiff^rente 
15 (Exemples : Gly, Pro) et vice versa ; 

2) le remplacement d'un ou plusieurs acides amines ayant une 
chaine laterale positivement chargee (Exemples : Arg, Lys, 
His) par un ou plusieurs acides amines ayant une chaine 
laterale negativement chargee (Exemples : Asp, Glu) ou 

20 neutre et vice versa / 

3) i;_acquisition, la suppression et/ou la modification d'un 
ou plusieurs ponts disulfure ; 

4) la realisation de mimotopes, en particulier obtenus par 
retro Inverso ; 

25 5) les substitutions, suppressions, additions et/ou autres 

modifications d'au moins un acide amine potentiellement 
donneur ou accepteur de liaisons hydrogene ; 

6) les substitutions, suppressions, additions et/ou autres 
modifications d'au moins un acide amine potentiellement 

30 donneur ou accepteur de liaisons ioniques ; 

7) le changement de 1 • encombrement sterique par 
substitutions, suppressions, additions et/ou autres 
modifications d'un ou plusieurs acides amines ; 

8) 1 'utilisation d' acides amines non naturellement presents 
35 dans les prot^ines ; 

9) la modification de la glycosylation (creation, suppression 
ou modification de sites de glycosylation ou de leurs 
sucres associes) . 
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Bien en.e„.u, le. polypep.ides .Cifi.. ain.i o.tenu sont 

. . J ; ^^r,i- line reponse immunxtaire 

::r,:rr.;r::^.r ... . ........ 

vaccins, notamment contre les virus suxvan n^urine, 

feline, humaine, slmienne et bovine c est a dire, P 
*.v, MULV. r.LV, HTLV, ST.v. BLV, , de, retrovirus ^'jy^-^^ 
prln^tes, d,s retrovirus de type B i""-""" J",, J^TJ" 
.a„»aires, virus du sar=o.e de Bous, virus Vrsna-^aedi infectant 
le n,outcn,, virus du ssrcome des f^Hns, J"^ 
„yeiooyto„stose eviaire et virus de is = 

..invention a .,aie»ent ,,„3 la 

polypeptide modlfi*, tel que defini pr. 
preparation d'une composition vaccinale destinee a P 

• - i 1' infection d'un h6te par un 
effets pathogenes associes a 1 infection 

"""trvention ooncerne e,ale.ent une composition vaccinale 
pouvant .etre obtenue par le precede de !• invention, " 
co^e ingredient actit un polypeptide -odifie tel que ^-"^^ 
dessus. una telle composition peut etre utilise, '^- "- ""'^"f 
.e vaccination destines e prevenir les effets ^^-^^IZ 
25 infections . retrovirus, cette .ethod. consistant -"^"^^l l 
e administrer e un animal vertebre, y compris un ™- 

r^af^n\ ci-dessus en quantise 
polypeptide ^'^^^^ Tfet d vaccination. La formulation 

suffisante pour obtenir un erret • „4 ^i-T-at- ion 

^■inaies et leur methode d' administration, 
des compositions vaccinales, ez. leuj. 

^ ne seront pas decrites davantage ici. 

30 sont connues en sox et ne seron p ^ ,,,i^e retroviral 

L' invention a aussi pour ob^et un po y ^.fini 
„odifie codant pour un polypeptide JZu 
preoede-nent. .e polvnucieotide modifie peut e, o-enu c^e 

indite ,--™-„^,^'~.yn:cre:::d^ .odifie . ... 

35 d'expression dans lequel ledit P J ^'exprimer 
insere, ledit vecteur d'expression etant ainsi c p 

le polypeptide modifie- 
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Le polypeptide modifie obtenu selon 1' invention peut 
egalement servir d' agent iinmunogene en vue d'induire par 
immunisation la formation d'anticorps utilisables notamment dans 
le traitement des infections retrovirales , et 1 ' invention concerne 
done egalement des anticorps obtenus en reponse a 1 ' immunisation 
d'animaux (y compris des humains), in vivo ou in vitro, A 1 ' aide 
de 1' agent vaccinal contenant un polypeptide modifie decrit ci- 
dessus. Les anticorps de 1' invention sont notamment des anticorps 
polyclonaux purifies ou des anticorps monoclonaux presentant la 
caracteristique de reconnaltre la proteine d*enveloppe r§trovirale 
sans reconnaitre la proteine de I'hote. La purification des 
anticorps polyclonaux, et la selection des anticorps monoclonaux, 
peuvent etre effectues a I'aide de la proteine virale et de la 
proteine de I'hote, de faQon a ne retenir que les anticorps 
15 reconnaissant la proteine virale et non la proteine de I'hote. Les 
anticorps de 1' invention peuvent etre utilises notamment dans le 
traitement precoce des infections provoquees chez ledit hote par 
le retrovirus contre lequel ils sont diriges. La posologie est la 
posologie usuelle des anticorps. Les compositions pharmaceutiques 
20 contenant de tels anticorps constituent egalement 1 ' un des objets 
de 1' invention. 

Les exemples suivants illustrent 1' invention. 
EXEMPLE 1 

On expose ci-apres comment les auteurs de la presente 
25 invention ont recherche des analogies structurales et antigeniques 
entre une proteine d'enveloppe d'un virus ^ a savoir la proteine 
gp41 de HIV 1, et une cytokine, a savoir 1 ' interleukine-2 (en 
abrege : IL-2) humaine . 

On remarquera que les sequences peptidiques de gp41 et de 
30 l'IL-2 humaine ne sont pas homologues. En effet, les deux 
proteines ne presentent globalement entre elles que 16,5% 
d'identite de sequence, ce seuil d'homologie n'^tant pas 
signif icatif , comma on peut le constater aisement a I'aide de 
simulations in silica realisees sur des sequences de meme 
composition mais dont I'ordre des acides amines a ete 
aleatoirement modifie. 

Des travaux anciens (Bost et al.. Immunology 65 : 611-615, 
1988) avaient signals une homologie de sequence entre la proteine 
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,P41 et l.IL-2 .sequence LERILL, . H £aat noter que cette sequence 
..... .e ne =ons....e pas .one —^-^r , 

prot6ine ; voir LEVY J.A, Microbiol. Rev. 57 . IB^ .... 

. s^ouence LERILL est d'ailleurs situee a 

particulier page 232. La sequence uc^r^ ^^^h^. 
I'int^rieur de la particule virale ; elle correspond a la part.e 

C-terminale de gp41- ^ crnziQ 

Ayant observe que l'IL-2 et les retrovirus assoc.es aux SIDAS 
sentient avoir des cellules cibles conununes, les auteurs de la 
presente invention ont fait I'hypothese que le recepteur de 
l'interleukine-2 humaine pourrait itre commun a l'IL-2 ^ 

.1 Ho HTV et ils ont done recherche d' eventuelles 
proteme gp41 de HIV, ec ij-s 

analogies structurales tridimensionnelles entre ces deux 

dernieres. -^^^nc: 
Dans la presente demande, les numerotations des residus 
d'acides amines de la sequence peptidique de l-interleukine-Z et 
de gp41 sont celles utilis.es dans la banque SWISSPROT (versxon 
34 ) 

* Les sequences peptidiques de 1 ■ IL-2 et de la proteine gp41 
sont connues. Dans la pr.sente demande, on fait r.f.rence aux 

20 sequences publiees suivantes : 

. pour IL-2 : entree SWISSPROT (version 34) ayant pour 

code IL2 HUMAN ; 

- pour gp41 : entree SWISSPROT (version 34) ayant pour 
code ENV HVIBR. 

25 Les structures publiees qui ont ete utilisees sont les 

suivantes : 

- pour IL-2 : entree PDB (Brookhaven Databank) URL ; 

- pour gp41 : entrees PDB (Brookhaven Databank) 

- lAIK, 

30 - 

Par ailleurs, la structure tridimensionnelle de l'IL-2, 

» /Moi-1- PC et al., J. Mol.Biol., 
determinee par RMN, est connue (Mott, P.c. et aj. , 

248 : 979,1995), de m^me que la structure de certains doroaxnes de 
la prot.ine gp41, qui a .t. obtenue . I'aide ^^^"^ f 

35 diffraction des rayons X (Chan, D.C. et al . , Cell, 89, 263-2 , 
1997 ; Weissenhorn, W et al., Nature, 387, 426-430. 1997). D autre 
part, un modele tridimensionnel d'une partie du domaine externe, 
dans la region 545-671, de la proteine gp41 (forme trime.e) a ete 
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obtenu, par mod^lisation moleculaire, par les co-inventeurs de la 
presents invention. Ce modele moleculaire a ete obtenu en 
utilisant le logiciel X-plor par une strategie proche de celle de 
la mod^lisation moleculaire sous contraintes RMN. Les contraintes 
5 necessaires pour la modelisation moleculaire de la forme trimere 
ont ete deduites de la structure tridimensionnelle du mutant pll 
du domaine "leucine zipper" de ia proteine GCN4 (code PDB : IGCM) , 
cristallise sous la forme d'un trimere de type "coiled coil". 

En examinant les structures obtenues, des analogies 

10 tridimensionnelles ont ete trouvees entre certaines zones de la 
proteine gp41 et certaines zones de 1 • inter leukine-2 participant k 
la fixation sur son recepteur. Le mode de fixation de l*IL-2 sur 
son recepteur, ainsi que les zones de l'IL-2 impliquees dans cette 
fixation, sont en effet connus ; voir BAZAN J.F., P.N.A.S. USA 87 

15 : 6934-6938 (1990) ; Bamborough P. et al . , Structure 2 : 839-851 
(1994) ; Gnarra J., R. et al . , P.N.A.S. USA 87 : 3440-3444 (1990) 
; Takeshita T. et al . , Science 257 : 379-382 (1992) ; et CAVAILLON 
J.M., Les Cytokines (Masson, Paris, 1996), pages 119-125. 

Ces resultats ont ete confirmes par des etudes de 

20 comparaisons globales des structures de gp41 et de l'IL-2, et 
aussi par des comparaisons locales faites en s ' interessant plus 
specialement aux groupements fonctionnels analogues de chacune des 
structures, comme deja indique dans la description ci-dessus. 

On a observe notamment que les regions 53-61 et 88-93 de 

25 l'IL-2, organisees en helice alpha, se superposent de fagon 
satisfaisante avec deux des trois helices du trimere central de 
gp41. Cela implique que dans les deux proteines, des groupements 
portes par des helices differentes peuvent avoir des proprietes 
d* accessibiiite et d ' organisation relative comparables. 

30 II a egalement ete trouve des analogies structurales 

tridimensionnelles locales entre une region immunodominante 
fortement conservee de la glycoprot^ine gp41 de VIH (plus 
precisement dans la region 545-682) et L* interleukine-2 humaine. 

La sequence peptidique de la region 54 5-682 de la proteine 

35 gp41 de HIV 1 (code SWISSPROT : ENV HVIBR) est reproduite dans le 

Tableau 3 annexe. 

Dans le Tableau 3bis annexe, on a represente les sequences 
peptidiques de quatre zones de cette region de gp41 (555-577, 572- 
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601, 590-620 et 628-663,. d.ns lescn-elles on a reW des 
analogies structurales e./ou des reactions crois.es avec ^ 'I--^ ' 

Les zones de l.IL-2 concern.es par les analogies 
qui viennent d'Stre mentionn^es sont les zones 27-47, 
5 121 et 131-153 de l'II.-2. Ms sequences peptidiques de =es zones 
sont representees dans le Tableau 4 annex*. , . „ , ..t 

II est important de noter que la zone 27-47 de 1 IL-2 est 
i«pliqu.e dans la fixation de l'IL-2 sur la cnaine beta de son 
r.=epteur. En effet, les acides a^in.s "'"^ 
10 appartiennent a I'h.lice A ,ui participe ^ la fixation sur 
recepteur de 1 ■ IL-2 (RIl,-2> , plus precistoent sur b«a RIL-2. 

Les aoides amines dans la zone 45-69 appartiennent a une 
region de l'IL-2 qui participe S la fixation sur alpha 
Les acides amines dans la region 99 i^-^ ^PP 
15 l'h61ice E participant a la fixation sur bfeta RIL-2. 

Les acides amines dans la zone 131-153 de 1 IL-2 
appartiennent . I'h.lice F participant . la fixation sur ganoua 
RIL-2. 



A titre illustratif , on precise dans le Tableau 4bis am.exe 
.u les analogies des structures qui ont eti trouv*es entre la zone 
-- 572-601 de gp41 et la zone 27-47 de l-IL-Z humaine. '■''^"J^" 
amines externes impliques dans cette analogie de structure 
tridimensionnelle sont soulignes dans le Tableau 4bis. 

II faut noter cependant qu^une zone de gp41 P-t 

•^o H*^ Structure tridimensionnelle avec 
25 presenter des analogies de structure 

plusieurs zones distinctes de l'IL-2. 

En outre, les auteur, de 1 • invention ont remarque que dans la 
region 600-612 de gp41, les trois lysines <K, en position 606 sur 
les trois chaines de trimere de gp41 sont — 

un epitope confor^ationnel, =es lysines de gp41 pouvant 
correspondre, dans Vespace, aux lysines 52, 96 et 55 de 1 IL-2^ 

A r^'activit6s immunologxques 

lis ont egalement observe des reactivate 

/n =1- TT-2 En particulier, en 
croisees entre les proteines gp41 et IL2. En p ^ . 

„«. DCPQrAN avec des anticorps 
utilisant les techniques ELISA et PEPSCAN, avec 

MTV+ nurifies par immunopurif ication sur une 
provenant de serums HIV+ purines ya^. ^^^^^ 
colonne contenant de 1 ■ IL-2 humaine immobllisee, lis °" -^'"^ 
que certains de ces anticorps reconnaissent des zones de 1 IL-2 
impliouees dans la fixation de l'IL-2 sur les chalnes alpha, beta 



30 un 
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et gamma de son recepteur, et notamment des zones appartenant a 
I'helice A (KTQLQLEHLLLTLQ) , 1 ' helice E (RPRDLISNINVIVLELK) , 
I'helice F (TIVEFLNRW.ITFCQSIISTLT) , la boucle AB et le debut de 
I'helice B (NNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK) . 
5 En utilisant les techniques de depot ponctuel sur filtre (ou 

"dot") et les techniques d' immunotransfert du type western blot, 
il a egaiement ete montre que des anticorps polyclonaux provenant 
de serums de malades HIV+, et iramunopurif ies sur de l'IL-2 
humaine, reconnaissent des oligomeres de la proteine gp41. 

10 Les etudes effectuees ont egaiement montr§ que des anticorps 

monoclonaux anti-gp41 murins et humains diriges centre des zones 
conscrvees immunodominantes de la proteine gp41 de HIV 
reconnaissent des zones de l'IL-2 qui participent a la fixation de 
cettc derniere sur les chaines alpha, b§ta et gamma du recepteur 

15 de l'IL-2. 

On peut done obtenir des vaccins centre le virus HIV, 
conformement a 1' invention, notamment en preparant des 
polypeptides contenant au moins 1 ' une des zones de gp41 decrites 
dans le Tableau 3bis, lesdits polypeptides etant sous forme 

20 modifiee, c'est-a-dire contenant au moins une mutation, comma 
indique precedemment . II faut bien comprendre que ces decoupages 
de la region 545-682 en zones peuvent presenter un certain 
caractere arbitraire, et c'est pourquoi certaines zones indiquees 
peuvent etre chevauchantes . 

25 EXEMPLE 2 = Mutations sur gp41 de HIVl 

On prepare selon les methodes connues des glycoproteines 
d'enveloppe gp41 mutees . Ces mutations sont decrites dans le 
Tableau 5 annexe qui represente la sequence concernee de gp41 et, 
alignees sous cette derniere, les sequences mutees. Le niveau des 

30 mutations est signale en soulignant les acides amines concernes . 

On prepare des compositions vaccinales comprenant chacune, en 
solution saline aqueuse, sterile et apyrogene, I'une des proteines 
gp41 mutees obtenues ci-dessus. 

On immunise des lapins ou des souris avec les proteines 

3 5 mutees obtenues, et on recherche si les anticorps developpes par 
ces animaux reconnaissent ou ne reconnaissent pas 1 ' interleukine-2 
humaine, par exemple par la technique ELISA ou PEPSCAN. On 
selectionne les proteines mutees qui induisent la formation 
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•^-.r, I'TT-? mais reconnaissant la 
d'anticorps ne reconnaissant pas 1 IL 2. 

proteine gp41. _ 

La technique PEPSCAN est d.crite par J. WORTHINGTOK et K. 

MORGAN, "Epitope mapping using synthetic peptides", an "PEPTIDE 

ANTIGENS-A practical approach" (G.B. WISDOW Ed.), Oxford 

University Press (1994) . 

EXEMPLE 3 = Mutations sur gp36 de FTV 

La sequence de la proteine gp36 de FIV est connue (reference 

ENV FIVPE) . . 

~Dans le Tableau 6 annexe, on a represents certaines sequences 
de cette proteine, homologues des zones conservees de gp41 
decrites au Tableau 3bis, avec des exemples de mutations. 
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TABLEAU 1 



LENTIVIRUS 


HOTE 


PRI NCI PALE 

CELLULE 
CIBLE 




EIAV 


Cheval 


Macrophage 


Anemie hemolytique 


VI SNA VIRUS 


Mouton 


Macrophage 


Visna maedi : 
encephalite-pneumonie 
inters titielle 


CAEV 


Chevre 


Macrophage 


Immunodef icience - 
encephalopathie — 

^ Trf" hi I* i t" ^ 


BIV 


Bovin 


Lymphocyte T 


Immunodef icience - 
lymphocytose bovine 


FIV 


Chat+f elides 


Lymphocyte T 


Immunodef icience (SI DA) 


SIV 


Primates 
(singes) 


Lymphocyte T 


Immunodef icience (SIDA) 


HIV 


Homme 


Lymphocyte T 


Immunodef icience ( SI DA) 



EIAV designe le virus de 1' anemie infectieuse equine 

CAEV designe le virus de 1 ' encephalite caprine 

5 FIV signifie : virus de 1 ' immunodef icience feline 

- SIV signifie : virus de 1 ' immunodef icience simienne 

HIV signifie : Virus de 1' immunodef icience humaine. 
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GP41_ 

GP4 1_^ 

GP41_ 

GP41 

GP41" 

GP41 

GP4r 

GP41" 

GP41'" 

GP4l" 

GP41 

GP4 1' 

GP4 1" 

GP41' 

GP41' 

GP4r 

GP4 r 
GP4r 

GP41 

GP41 

GP4 1' 

GP41 

GP41 

GP41 

GP41 

GP4 1 

GP41 



HV1Z2 
HV1Z6 
HVIEL 
HVIND 
HVIMA 
HV1Z8 
HV1C4 
HVISI 
HVIBN 
HVIJR 
'HV1J3 

'hvisc 
'hvikb 

"HV1Y2 

"hvimn 

"HV1A2 

"hvioy 
"hvirh 

' HV1C3 

'hvibi 

'liVlPV 

"Hviiie 
"hvimf 
""hvibr 
"hviwi 

_HV1W2 
HVIZH 



TABLEAU 2 a 

QARQLHSGIvSQ™i,LI«IESOQHLLQI.TWGIKOLQARlLAVraYLK^ 
rR0SGlSSlDAiHLI^.TVWGlS^^^^^ 



GP41_ 

GP4 1_ 

GP41_ 

GP41 

GP4l2 

GP41_ 

GP41 

GP41~ 

GP41" 

GP4l' 

GP41 

GP41" 

GP41" 

GP41_ 

GP41 

GP41' 

GP41' 

GP41^ 

GP41" 

GP4l' 

GP41' 

GP41" 

GP41' 

GP41 

GP41 

GP41 

GP41 

GP41 

GP41 



oarSllsgivooonnllraieaqqhllqltvwgikqlqarvlaverylrdqqllgi^^^ 
qarqllsgivSqnnllraieaqqhllqltwgikqlqa^^^ 

OAROLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARVIAV^ 
OARHLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTWGIKQLQARVIAVE^ 
r^ARKLLSGIvSQNNLLRAIEAQQHLLQLTWGIKQLQARVLAVE^ 
'^AROLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVER^^^ 

;^rollsgivSqnnllraieaqqhllqltvwgikqlqarilav^ 

nAF.QLLSGIvSQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARIL^^^^ 

Aakollsgivqqqnnllraieaqqhllqltvwgikqlqarilav^ 

C7.rqllsgivqSnnllraiegqqhllqlt 
harqllsgivqqqnnllraieaqqhllqltvwgikqlqarilaver^ 

oarqllsgivqqqnnllraieaqqhllqltvwgikqlqaril^^^^ 
:rollsgivqqqnnllraieaqqhllqltwgikqlqarvla^^^ 
qarqllsgivSqnnllraidaqqhllqltvwgikqlqarvi^ver^ 

SarrllsgivSqnnllraieaqqhllkltvwgikqlq^ 



HV1Z2 
HV1Z6 
HVIEL 
HVIND 
HVIMA 
HV1Z8 
HV1C4 
HVISI 
HVIBN 
HVIJR 
"HV1J3 

'hvisc 
'hvikb 

"HV1Y2 

"hvimn 

"HV1A2 

"hvioy 
'hvirh 

"HV1S3 
"HV1H2 
"HV1H3 
'HVIBI 
"HVIPV 
"HV1B8 
__HV1MF 

_hvibr 

_HV1W1 
__HV1W2 
HVIZH 



gklictttvpwnsswsnrslndiwqnmtwmewereidnyt^ 

gklictttvpwnsswsnrslndiwqnmtwmewereidnytgliyrli^ 

gkhicttnvpwnsswsnrslneiwqnmtwmewereidny^^^ 

grhicttnvpwnsswsnrsldeiwqnmtwmewereidnytg^ 

gkhicttfvpwnsswsnrslddiwnnmtwmqwekeisnytgiiynlieesqiqqek^^^ 

GKHICTTTVPWNSSWSNKSLEEIWNNMTWI^ 
GK^lSIipWNAS™ 

gk^?S?aXpwnaswsn^ 

gklJS?avpwnasws^ 

g^lJSavpwntsw^ 

gklictttv 
gkfictta\^ 
gklicttt\; 
gklicttt\) 
gklictta\ 
gklicttt\ 

GKLICTTTVPWNTSWSNKSLDKIWNNMTVmEWEREIDNYTSLIYTLLEESQNQQEKNEQE 



, , rTTTVPWNTSWSNKSLDKIWGNMTWMEWEREIDNYTSLIYTLIEESQNQQEKNEQE 

SNKSLDKIWNNMTVmEWEREIDNYTSLIYTLLEESQNQQEKNEQE 
GKLICTTAVPWNASWSNKSLEQIWNHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEgQNQ^^^ 
GKLLCTTAVPWNASWSNKSLEQIWNHTTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQ^^ 
GKLTCTTAVPWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQE 

gS^StavSSsnksleqiwnnmtwmewdreinnytslihslieesqnqqekneqe 
gSJS?aJpwnSnSleqiwnnmtwmewdreinnytslihslieesqnqqekne^ 

GSlSivpSSNSLEaE^NNMTWMEWDREINNYT^ 

r KI T CTTAV PWNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREI NN YTSL I H S LI EESQNQQEKNEQE 

gkliS?vSSksmdqiwnnmtwmewereidnyt^^ 

GKLICTTTVPWNASWSNKSMNQIWDNLTWMEWEREIDNYTSIIYSLIEESQN^^^ 
GKIICPTNVPWNSSWSNKSQSDIWDKMTWLEWDKEVSNYTQVIYNLIEESQTQQEINERD 

.* ♦ **■**.*■**♦:: . :* : **::•::*:.*** ••• 



9925377A1_L> 



wo 99/25377 



PCT/FR98/02447 



-25- 



TABLEAU 2a (suite) 



GP4 1_HV1Z2 LLELDKWASLWNWFNITQ 

GP4 1_HV1Z6 LLELDKWASLWNWFNITQ 

5 GP4 1__HV1EL LLELDKWASLWNWFSITQ 

GP4 1_HV1ND LLELDKWASLWNWFSITK 

GP4 1_HV1MA LLELDKWASLWNWFSISK 

GP4 1_HV1Z8 LLQLDKWASLWNWFSITK 

GP4 1_HV1C4 LLQLDKWASLWTWSDITK 

10 GP41_HV1S1 LLELDICWASLWNWFDISK 

GP4 1_HV1BN LLELDKWASLWNWFNITN 

GP4 1_HV1JR LLELDKWASLWNWFGITK 

GP4 1_HV1 J3 LLGLDKWASLWNWFTITN 

GP4 1_HV1SC LLELDKWASLWNWFNITN 

15 GP41_HV1KB LLALDKWDSLWNWFSITK 

GP4 1_HV1 Y2 LLALDKWASLWNWFDITK 

GP4 1__HV1MN LLELDKWASLWNWFDITN 

GP4 1_HV1A2 LLELDKWASLWNWFSITN 

GP4 I^HVIOY LLELDKWAGLWSWFSITN 

20 GP41_HV1RH LLELDKWANLWNWFDITQ 

GP4 1_HV1S3 LLELDKWASLWNWFSITN 

GP4 1_HV1H2 LLELDKWASLWNWFNITN 

GP4 1_HV1H3 LLELDKWASLWNWFNITN 

GP4 1_HV1B1 LLELDKWASLWNWFNITN 

2b GP41_HV1PV LLELDKWANLWNWLNITN 

GP4 1_HV1B8 LLELDKWASLWNWFNITN 

GIM 1_HV1MF LLELDKWASLWNWFNITN 

GF A 1 _HV1BR LLELDKWASLWNWFNITN 

ZVA 1_HV1W1 LLELDKWASLWNWFSITN 

3 0 zrA\ _HV1W2 LLELDKWASLWNWFDITN 

OlAl HVIZH LLALDKWANLWNWFDISN 
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TABIiEAU 2b 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



GP41_HV2D1 
GP41_HV2G1 
GP41_HV2BE 
GP41_HV2NZ 
GP41_HV2CA 
GP41_HV2RO 
GP41_HV2S2 
GP41_HV2ST 
GP41_HV2SB 
GP41 HV2D2 



GP41_HV2D1 
GP41_HV2G1 
GP41_HV2BE 
GP41_HV2NZ 
GP41_HV2CA 
GP41__HV2RO 
GP41_HV2S2 
GP41_HV2ST 
GP41_HV2SB 
GP41 HV2D2 



iiisspiPiili 

fS^cSttvpwpnetltpnwnnmtwqqwekqvhfldanitalleeaqiqqe^ 



GP4 1_HV2D1 NSWDVFGNWFDLTS 

GP4 1_HV2G1 NSWDVFGNWFDLTS 

GP4 1_HV2BE NSWDILGNWFDLTS 

GP4 1_HV2NZ NSWDVFTNWLDFTS 

GP4 1_HV2CA NNWDVFTNWFDLTS 

GP4 l_HV2RO NSWDIFGNWFDLTS 

GP4 1_HV2S2 NSWDVFSNWFDLTS 

GP41_HV2ST NSWDVFGNWFDLTS 

GP4 1_HV2SB NSWDVFGNWFDLTS 

GP41 HV2D2 NSWDVFGNWFDLTS 
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TABLEAU 2c 



GP36_FIVPE QYHQVLATHQEAIEKVTGALKINNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQELGCN 

GP36_FIVU1 QYHQVLATQQEAIEKVTEALKITNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQELGCN 

GP3 6_FIVWO QYQQVLATHQEAIEKVTEALKINNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQELGCN 

GP36_FIVU2 QYHQVLATHQETIEKITEALKVNNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAIEKFLYTAFAMQELGCN 

GP36_FIVU8 QYHQVLATHQETIEKVTEALKINNLRLVTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQELGCN 

GP36_FIVSD QYQQVLATHQEALDKITEALKINNLRLVTLEHQMLVIGLKVEAIEKFLYTAFAMQELGCN 

GP36_FIVT2 QYHQVLATHQQALEKITEALKINNLRLITLEHQVLVIGLRVEAIEKFLYTAFAMQELGCN 



GP36_FIVPE QNQFFCKIPLELWTRYNMTINQTIWNHGNITLGEWYNQTKDLQQKFYEIIMDIEQNNVQG 

GP36_FIVU1 QNQFFCKVPPELWRRYNMTINQTIWNHGNITLGEWYNQTKDLQKKFYGIIMDIEQNNVQG 

15 GP36_FIVWO QNQFFCKVPSALWERYNMTINQTIWNHGNITLGEWYNQTKDLQQRFYEIIMDIEQNNVQG 

GP36_FIVU2 QNQFFCKVPPELWQRYNMTINQTIWNHGNITLGEWYNQTKDLQQKFYEIIMDMEQNNVQG 

GP36_FIVU8 QNQFFCKVPPELWKRYNMTINQTIWNHGNITLGEWYNQTKELQQKFYEIIMNIEQNNVQV 

GP36__FIVSD QNQFFCEIPKELWLRYNMTLNQTIWNHGNITLGEWYNQTKYLQQKFYEIIMDIEQNNVQG 

GP36_FIVT2 QNQFFCKIPPSLWSMYNMTLNQTIWNHGNISLGNWYNQTRDLQNKFYEIIMDIEQNNVQG 

20 it it 

GP36_FIVPE KTGIQQLQKWEDWVRWIGNIPQ 

GP36_FIVU1 KKGLQQLQKWEDWVGWIGNIPQ 

GP36_FIVWO KKGLQQLQEWEDWVGWIGNIPQ 

GP3 6_FI VU2 RKGLQQLQEWEDWVGWLGNI PR 

GP36_FIVU8 KKGLQQLQEWEDWVGWIGNI PQ 

GP36_FIVSD KQGLQKLQNWQDWMGWIGKIPQ 

GP3 6_FI VT2 KTG I QQLQKWENWVGWIGKI PQ 
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TABLEAU 2d 



10 



15 



20 



25 



GP41_SIVMK 

GP41_SIVML 

GP41_SIVM1 

GP41_SIVS4 

GP41_SIVSP 

GP41_SIVAG 

GP41_SIVAT 

GP41_SIVA1 

GP41_SIVAI 

GP41_SIVGB 

GP41 SIVCZ 



GP41__SIVMK 

GP41_SIVML 

GP41_SIVM1 

GP41_SIVS4 

GP41_SIVSP 

GP41_SIVAG 

GP41_SIVAT 

GP41_SIVA1 

GP41__SIVAI 

GP41_SIVGB 

GP41 SIVCZ 



QSRTLLAGIVQQQQQLLDVVKRQQELLRLTVWGTKNLQTKVIA^ 

QSRTLIAGIVQQQQQLLDWKRQQELLRLTWGTKNLQ^ 

QSRTLLAGIVQQQQQLLDWKRQQELLRLTVWGTKNLQTO 




QSRHLLAGILQQQKNLLAAVEQQQQLLKLTIWG^^ 

issrs^G^vS^ESf 

* : : *::**::**::** : 

FRQVCHITVPWPNASL 'rP°""^,^I!^^p"po^;SSSNITALZ^ 

FRQVCHTTVPWPNASL r^SNSSSrSlTOLLEEASlQ^ 

FRQVCHTTVPWPNETL ^^^"^SSIwIkSvNFLEANITQSLEEAQIQQEKNTY 

FRQVCHTTVPRPNDTL ^^*'""™"?cMrRnTqYLEGNIT^ 

WKQVCHTTVPWQWNNR ^^^^SSS^ISiaSKSiSvKAR^^ 

WKQVCHTTVEWPWTNR "SSSIeS^EGLEGNITKQLEQAREQEEKNLD 

WKQVCHTTVPWTWNN ^^^"'^■^Jl^^^rS^cDnTNAL^^ 

wkSvchttvpwkynn-- I^S;?SSSSSiSkqa?dreqrnty 
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35 



40 



GP4 1_SIVMK 
GP41_SIVML 
GP41_SIVM1 
GP41_SIVS4 
GP41_SIVSP 
GP41_SIVAG 
GP41_SIVAT 
GP41_SIVA1 
GP41_SIVAI 
GP41_SIVGB 
GP41 SIVCZ 



ELQKLNSWDVFGNWFDLAS 

KLQKLNSWDVFGNWFDIAS 

ELQKLNSWDVFGNWFDLTS 

ELQKLNSWDI FGNWFDLTS 

ELQKLNSWDI FGNWFDLTS 

AYQKLSSWSDFWSWFDFSK 

AYQKLTSWSDFWSWFDFSK 

AYQKLSDWSSFWSWFDFSK 

LYQKLDDWSGFWSWFSLST 

ELQKLGDLTSWASWFDFTW 

DLLELDQWASLWNWFDITK 
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TABI*EAU 3 



gp41 (region 545-682) 



545 - 



QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIK 
QLQARILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVP 
WNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHS 
LIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWFNITN - 682 



10 



Zones de gp41 

Zone 555-577 
Zone 572-601 
Zone 590-620 
Zone 628-663 



15 



TABLEAU 3bi3 

QQQNNLLRAI EAQQHLLQLT VWG 
QLTVWG I KQLQARI LAVERYLKDQQLLGI W 
RYLKDQQLLG I WGC S GKL I CTT A V PWNAS WS 
WNNMTWMEWDRE I NN YTSL I H S L I EESQNQQEKNEQ 

TABLEAU 4 



II.-2 



Zone 27-47 

TKKTQLQLEHLLLDLQMILNG 



Zone 45-69 
LNGINNYKNPKLTRMLTFKFYMPKK 



Zone 99-121 
HLRPRDLISNINVIVLELKGSET 



Zone 131-153 
TATIVEFLNRWITFCQSIISTLT 



TABLEAU 4Bxs 



gp41 


IL-2 


Zone 572-601 
QLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIW 


Zone 27-47 
TKKTQLQLEHLLLDLQMILNG 
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TABL.KAO 5 



Mutations au niveau de la zone 555-577 



20 



Zone 555- 


577 


QQQNNLLRAI EAQQHLLQLT VWG 


Mutation 


1 : 


QQQNNLLAAIEAQQHLLQLTVWG 


Mutation 


2 : 


QQQNNLLRAIERQQHLLQLTVWG 


10 Mutation 


3 : 


QQQNNLLAAIERQQHLLQLTVWG 


Mutation 


4 : 


QQQNNLLRAIEAQQELLQLTVWG 


Mutation 


5 


: QQQNNLLRAIEAQQQLLQLTVWG 


Mutation 


6 


: QQQNNLLRAIEAQQHLLRLTVWG 


Mutation 


7 


QQQNNLLRAI EAQQHLLKLT VWG 


15 Mutation 


8 


: QQQNNLLRAI EAQQQLLKLT WG 



Zone 572-601 



Mutations au niveau de la zone 572-601 

QLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQQLLGIW 



25 



Mutation 


1 


Mutation 


2 


Mutation 


3 


Mutation 


4 


Mutation 


5 



QLTVWGIKQLQARILAVEAYLKDQQLLGIW 
QLTVWGIKQLQARILAVEAYLKAQQLLGIW 
QLTVWGIKQLQARILAVEDYLI»QQI.LGIW 
QLTVWGIKQLQARITAVERYLKDQQLLGIW 
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5 Zone 590-620 



Mutation 


1 


Mutation 


2 


Mutation 


J 


Mutation 


4 


Mutation 


5 


Mutation 


6 


Mutation 


7 


Mutation 


8 


Mutation 


9 


Mutation 


10 


Mutation 


11 


Mutation 


12 


Mutation 


13 



20 

Zone 628-663 
Mutation 1 : 
Mutation 2 : 
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TABI£AU 5 (suite) 

Mutations au niveau de la zone 590-620 

RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS 
KYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS 
RYLKDQALLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS 
RYLKDQQQLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS 
RYLKDQAQLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS 
RYLKDQARLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWS 
RYLKDQQLLNSWGCSGKLICTTAVPWNASWS 
RYLKDQQLLGIWGCSQKLICTTAVPWNASWS 
RYLKDQQLLGIWGCSFKLICTTAVPWNASWS 
RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASSS 
RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNA DTIi 
RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNATNR 
RYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNANTR 
R YLKDQQLLG I WGCS GKL I CTTAVPWN ANTS 

Mutations au niveau de la zone 628-663 

WNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQ 
WNNMTWME WORE I NN YES LIHSLIEES QNQQE KNEQ 
WNNMTWMEWDREINNYTSNIHSLIEESQNQQEKNEQ 
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Zone 651-673 

5 Mutation 1 
Mutation 2 
Mutation 3 
Mutation 4 

10 Zone 668-697 

Mutation 1 
Mutation 2 
Mutation 3 
Mutation 4 
Mutation 5 
Mutation 6 
Mutation 7 
Mutation 8 
Mutation 9 
Mutation 10 
Mutation 11 
Mutation 12 
Mutation 13 
Mutation 14 
Mutation 15 
Mutation 16 



30 Zone 686-718 

Mutation 1 
Mutation 2 
Mutation 3 

35 Mutation 4 
Mutation 5 
Mutation 6 
Mutation 7 
Mutation 8 

40 Mutation 9 
Mutation 10 



Zone 727-762 
45 

Mutation 1 

Mutation 2 
Mutation 3 
Mutation 4 
50 Mutation 5 
Mutation 6 



20 
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TABI*EAU_6 



EAIEKVTGALKINNLRLVTLEHQ 

EAI EKVTRALKINNLRLVTLEHQ 
EAIEKVTDALKINNLRLVTLEHQ 
EAIEKVTAALKINNLRLVTLEHQ 
EAIEKVTQALKINNLRLVTLEHQ 

VTLEHQVLVI GLKVE AMEKFLYTAFAMQEL 

VTLEHQVLVIGLKVEAMEAFLYTAFAMQEL 
VTLEHQVLVI GLKVEAMENFLYTAFAMQEL 
VTLEHQVLVI GLKVEAMEYFLYTAFAMQEL 
VTLEHQVLVI GLKVEAMERFLYT AFAMQEL 
VTLEHQVLVI GLKVE AMEKFLKT AFAMQEL 
VTLEHQVLVI GLKVEAMEKFLET AFAMQEL 
VTLEHQVLVI GLKVEAMEKFLQTAFAMQEL 
VTLEHQVLVI GLKVEAME KFLRT AFAMQEL 
VTLEHQVLVI GLKVEAMEKFLATAFAMQEL 
VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFQMQEL 
VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFKMQEL 
VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFQMQEL 
VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQIL 
VTLEHQVLVI GLKVEAMEKFLYTAFAMQAL 
VTLEHQVLVIGLKVEAMEKFLYTAFAMQSL 
VTLEHQVLVI GLKVEAMEKFLYTAFAMQFL 



KFLYTAFAMQELGCNQNQFFCKI PLELWTRYNM 

KFLYT AFAMQELGCNQNKFFCKI PLELWTRYNM 
K FL YT AFAMQELGCNQNRFFCK I PL ELWT RYNM 
KFLYTAFAMQELGCNQNGFFCKIPLELWTRYNM 
KFLYTAFAMQELGCNQNAFFCKIPLELWTRYNM 
KFLYTAFAMQELGCNQNQLFCKIPLELWTRYNM 
KFLYTAFAMQELGCNQNQHFCKI PLELWTRYNM - 
KFLYTAFAMQELGCNQNQIFCKIPLELWTRYNM 
KFLYTAFAMQELGCNQNQAFCKIPLELWTRYNM 
KFL YTAFAMQELGCNQNQQFCKI PLELWTRYNM 
KFLYTAFAMQELGCNQNQRFCKI PLELWTRYNM 



WNHGNITLGEWYNQTKDLQQKFYEIIMDIEQNNVQGKT 

WNHGNI TLGEW YNQTKDLQNKFYE HMD I EQNNVQGKT 
WNHGNITLGEWYNQTKDLQHKFYEIIMDIEQNNVQGKT 
WNHGNITLGEWYNQTKDLQSKFYEIIMDIEQNNVQGKT 
WNHGNITLGEWYNQTKDLQAKFYEIIMDIEQNNVQGKT 
WNHGNITLGEWYNQTKDLQGKFYEIIMDIEQNNVQGKT 
WNHGNITLGEWYNQTKDLQEKFYEIIMDIEQNNVQGKT 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'obtention d'un vaccin centre les effets 
pathogenes associes k 1' infection d'un hote, animal ou humain, par 

5 un retrovirus capable de p^n^trer dans une cellule cible dudit 
bote, ladite cellule cible possedant un recepteur membranaire pour 
une proteine de I'hote, 

dans lequel on prepare un agent vaccinal a base d'un 
polypeptide comprenant au moins une partie d'une proteine 
10 d'enveioppe d'une souche pathogene dudit retrovirus, 

et dans lequel ledit polypeptide est prepare sous une 
forme modifiee, 

etant entendu que : 

ladite partie de la proteine d'enveioppe est choisie parmi 
15 eel les qui comprennent au moins un fragment d'une zone 

immunodominante de ladite proteine d'enveioppe, ledit 
fragment contenant au moins un acide amine qui est un 
acide amine conserve de ladite zone immunodominante et qui 
est present dans ladite souche pathogene, 
20 - ledit polypeptide, a 1 ' etat non modifie, induit une 

reponse immunitaire dirigee a la fois centre ladite zone 
immunodominante et centre la proteine de l*h6te, 
et ledit polypeptide modifie est choisi parmi ceux qui 
induisent une reponse immunitaire dirigee centre ladite 
25 zone immunodominante de la proteine d'enveioppe et non 

centre la proteine de I'hate. 

2. Precede selon la revendicatien 1, dans lequel ladite 
zone immunodominante est choisie : 

parmi celles qui donnent une reaction croisee, de type B 
30 et/ou de type T, avec ladite proteine de I'hote, et/ou 

parmi celles pour lesquelles on a determine prealablement 
une analogie de structure tridimensionnelle avec une 
partie de ladite proteine de 1 ' bote , 

3. Procede selon 1 ' une quelconque des revendications 
35 precedentes, presentant I'une au moins des caracteristiques 

suivantes : 

ladite proteine de l'hote est un-mediateur soluble; 
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- ledit m^diateur soluble est choisi parmi les facteurs de 
croissance, les hormones proteiques et les cytokines ; 

- ladite cytokine est 1 • interleukine-2, 1 • interleukine-10, 
l'interleukine-15, 1 • interleukine-8, ou une chemokine. 

5 4 Precede selon I'une quelconque des revendications 

precedentes, pr6sentant I'une au moins des caracteristiques 
suivantes : 

- ledit virus est choisi parmi les suivants: HIV, FIV, SIV, 
ALV, MULV, FELV, HTLV, STLV, BLV, virus du sarcome de 

10 ROUS, virus Visna-maedi, virus du sarcome des felins, 

virus de la myelocytomatose aviaire, virus de la 
myeloblastose aviaire, les retrovirus de type D des 
primates et les retrovirus de type B inducteurs des 
tumeurs mainmaires ; 

15 - ladite prot6ine d'enveloppe est une glycoproteine 

transmembranaire dudit retrovirus; 

- ladite glycoproteine transmembranaire est celle d'un virus 
HIV, FIV ou SIV ; 

- ladite glycoproteine est la proteine gp41 de HIVl ; 

20 - ledit agent vaccinal contient, sous forme modifiee, un 

polypeptide comprenant au moins une partie de la zone 54 5- 
682 de la prot6ine gp41 de HIVl ; 

- ledit polypeptide modifie contient une mutation choisie 
parmi celles decrites au Tableau 5 ; 

25 - ladite glycoproteine est la proteine gp36 de FIV ; 

- ledit polypeptide modifie contient une mutation choisie 
parmi celles decrites au Tableau 6. 

5. Precede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, dans lequel ledit polypeptide est sous la forme d'un 
30 oligomere d'au moins une partie d'une glycoprotexne 
transmembranaire dudit retrovirus, ledit polypeptide etant a 

I'etat modifie. 

6- composition vaccinale contenant un agent vaccinal 
pouvant etre obtenu selon le precede de I'une quelconque des 

35 revendications 1 ci 5. 

7. Anticorps pouvant etre obtenus par immunisation a 
1-aide d'une composition vaccinale selon la revendication 6, 
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lesdits anticorps reconnaissant ladite proteine d'enveioppe et non 
la proteine de I'hote, et composition pharmaceutique contenant de 
tels anticorps. 

8. Utilisation d'un polypeptide modifie pouvant etre 
obtenu par le precede de 1 ' une quelconque des revendications 1 ^ 
5, dans la preparation d'une composition vaccinale destin§e a 
prevenir les effets pathogenes associes a 1' infection d'un hote, 
animal ou humain, par un retrovirus capable de penetrer dans una 
cellule cible dudit hote, ladite cellule cible possedant un 
recepteur membranaire pour une proteine de I'hote. 

9. Polynucleotide codant pour un polypeptide modifie tel 
que defini dans I'une quelconque des revendications 1 a 5, et 
vecteur d' expression contenant ledit polynucleotide. 
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